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(54) Tide: METHOD FOR DETECTING AN ANALYTE AND KIT 
(54)110-6: PROCEDE DE DEPISTAGE D'ANALYTE ET TROUSSE 
(57) Abstract 

The invention concerns a method for detecting at least an analy te, in a biological 
fluid sample, which consists in contacting said sample with a ligand, specific at least 
of one analyte to be detected and fixed on at least a solid support assay zone, marking 
the bound specific ligand and said at least one analyte, with a tracer, and detecting 
the tracer as well as contacting said sample with a non-specific ligand, fixed on a 
zone controlling said solid support threshold and capable of signalling a potential 
background noise generated over an assay zone by a set of non-specific interacting 
factors; marking the non-specific ligand and bound interacting factors, with a tracer 
and detecting the tracer, the non-specific ligand being fixed on the threshold control 
zone such that the intensity of the marking signal detected thereon for a biological 
fluid threshold sample is equal to that of said threshold sample on the assay zone. 

(57) Abrege" 

Proc6d6 de depistage d'au moins un analyte, dans un echantillon de fluide 
biologique a analyser, comprenant une mise en contact de rechantillon avec un 
ligand specifique d'au moins un analyte a depister et fixe* sur au moms une zone 
d'essai d'un support solide, avec marquage du ligand specifique et dudit au moms un 
analyte lies, par un traceur, et detection du traceur ainsi qu'une mise en contact de 
rechantillon avec un ligand non specifique, fix6 sur une zone de contrdle de seuil du 
support solide et capable de rendre compte d'un potentiel de bruit de fond engendie* 
sur une zone d'essai par un ensemble de facteurs d' interactions non specifiques, un 
marquage du ligand non specifique et des facteurs d'interactions lies, par un traceur, 
et une detection du traceur, le ligand non specifique etant fixe* sur la zone de contrdle 
de seuil de maniere que l'intensite* de signal de marquage d€terminee la pour un 
echantillon seuil de fluid biologique est egale a celle de cet echantillon seuil sur la 
zone d'essai. 
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PROCEDE DE DEPISTAGE D'ANALYTE ET TROUSSE 

La presente invention est relative a un procede de 
depistage d'au moins un analyte dans un echantillon de fluide biologique 
5 a analyser, comprenant : 

- une mise en contact de I'echantillon de fluide biologique avec un 
ligand, qui est specifique d'au moins un analyte a depister et qui est 
fixe sur au moins une zone d'essai d'un support solide, 

- une liaison entre ledit au moins un analyte a depister et le ligand, 

10 - un marquage du ligand specifique et dudit au moins un analyte lies, 
par un traceur, et 

- une detection du traceur de marquage sur le ligand specifique et ledit 
au moins un analyte lies, avec determination d'uhe intensite de 

signal de marquage, 
15 - une mise en contact de. I'echantillon de fluide biologique avec un 
ligand non specifique dudit au moins un analyte, ledit ligand non 
specifique etant fixe sur une zone de contrdle du support solide et 
etant capable de rendre compte d'interactions non specifiques 
engendrees par rechantillon, 
20 - une adsorption et/ou un accrochage de facteurs d'interactions non 
specifiques de I'echantillon sur le ligand non specifique, 
- un marquage du ligand non specifique et des facteurs d'interactions 
li§s, par un traceur, 
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- une detection du traceur de marquage sur le ligand noh specifique et 
ies facteurs d'interactions lies, avec determination d'une intensity de 
signal de marquage, 

On connaTt depuis tres longtemps des precedes de 
5 depistage (voir par exemple Ies US-A-4376110, US-A-4703017 et US-A- 
5028535). 

Ce type de depistage est communement appele un test 

"immunodot". 

Par support solide il faut entendre dans la presente 
10 invention un substrat de preference en forme de feuille ou membrane, 
qui peut se presenter par exemple sous la forme d'une carte, d'un ruban 
ou d'une tigette. On utilise frequemment une membrane cellulosique, 
notamment en nitrocellulose ou en esters de cellulose mixtes d'acide 
nitrique et d'autres acides. II est evident que des supports solides ayant 
15 une autre forme et/ou une autre nature peuvent etre envisages pour la 
mise en oeuvre du procede. 

Par ligand specifique, on peut entendre tPMte molecule pour 
laquelle il existe une molecule complementaire specifique, c'est-a-dire 
I'analyte a detecter, et qui soit capable de se fixer sur le support solide. 
20 Cette demiere fixation peut se faire au travers d'une serie d'interactions 
differentes, telles que des liaisons ioniques, des liaisons covalentes, des 
interactions hydrophobes, etc... 

Par analyte, on comprend toute molecule dont la detection 
et la mesure de la concentration sont a realiser et pour laquelle il existe 
25 une molecule complementaire specifique. Le ligand specifique et 
I'analyte peuvent par exemple etre stereocomplementaires ce qui permet 
la fixation de I'analyte sur le support solide par I'intermediaire du ligand 
facilement accessible a la surface du support solide. On peut envisager, 
comme analyte, des antigenes, des anticorps, des proteines, des 
30 haptenes, des acides nucleiques, etc... Les termes de ligand specifique 
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et d'analyte peuvent d'ailleurs s'appliquer a un meme type de molecule 

selon la conception de I'essai. 

Par traceur, on peut entendre une molecule spec'rfique qui 

est complementaire de I'analyte et a laquelle est couple un systeme 
5 permettant sa detection, par exemple une enzyme, un marqueur 

radioactif, un marqueur fluorescent ou luminescent, une particule coloree 

(polymere, particules d'or ou de latex), etc.. 

Les essais faisant appel a un procede de depistage tel que 

decrit ci-dessus peuvent etre utilises pour la detection d'analytes 
10 specifiques dans des fluides biologiques, tels que du serum, du sang, de 

Turine, etc... Des essais immunologiques peuvent etre envisages. Ces 

essais peuvent etre utilises pour des mesures semi-quantitatives ou 

quantitatives d'un ou de plusieurs analytes cibles, en une seule 

operation, avec ou sans utilisation d'une instrumentation specifique pour 
15 la detection d'un signal. Dans ce type de test, I'intensite du signal de 

marquage est directement proportionnelle a la concentration de I'analyte 

a detecter dans rtchantillon.. 

Plusieurs types d'essais immunologiques sur phase solide 

ont ete decrits, dans lesquels la presence ou I'absence d'un analyte dans 
20 un echantillon peut §tre determinee par une interpretation visueile des 
resultats (voir par exemple le US-A-4703017). 

La reponse a ces tests se limite cependant a une simple 
alternative (positif/negatif) et une interpretation semi-quantitative ou 
quanfrtative implique d'effectuer en parallele des essais separes avec 
25 des standards (contrSles) dont la concentration en analyte est connue. 
La relation entre la reponse observee et la concentration de I'analyte 
dans I'echantiHon peut aiors etre etabiie par comparaison avec la ou les 
references. 

On connatt egalement des precedes de depistage incluant 
30 des systemes de calibration interne qui evitent I'utilisation de plusieurs 
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essais pour evaluer la concentration d'un analyte d'un seul echantillon 

(voir par exemple US-A-5028535). 

Dans toute application visant a mesurer une interaction 

specifique entre deux ou plusieurs macromolecules organiques, le 
probleme majeur consiste en rexistence d'un bruit de fond resultant 
d'interferences non specifiques entre les molecules en presence. 
Cheque echantillon a analyser contient des facteurs ^interactions non 
specifiques qui sent par exemple des molecules interferes, distinctes 
de I'analyte a detecter, qui, par leurs propriety chimiques intrinseques, 
» possedent la facuKe de se lier non specifiquement au ligand speafique 
(par exemple par accrochage non stereocomplementaire ou adsorpfon) 
et specifiquement ou non au traceur. Par exemple, dans un essai de 
depistage d'anticorps specifiques, les immunoglobulines autres que les 
anticorps specifiques diriges centre Tantigene utilise comme ligand 
5 speeffique peuvent represents un facteur d'interactions non specifiques. 

Par autre facteur d'interactions non specifiques, on doit 
aussi comprendre une liaison non specifique de l'an^lyte a dieter avec 
au moins un ligand non specifique, e'est-a-dire, par accrochage non 
stereocomplementaire ou adsorption. Cela signifie que I'analyte a 
>0 detecter peut lui aussi participer au bruit de fond a determiner, au 
contraire de I'enseignement des brevets US 5,356,782 et EP 0833157. 

Par bruit de fond, on doit done comprendre lintensrte du 
signal non specifique resultant d'un ensemble de facteurs d'interactions 
moleculaires non specifiques, lies a la nature de rechantillon (par 
25 exemple presence et concentration variables de substances susceptibles 
de se lier non specHiquement au ligand specifique de I'analyte et au 
traceur, pH, concentration en sels, teneur en lipides variables favorisant 
,es adsorptions intermoleculaires non specifiques) ou aux condrttons 
dans lesquelies le test est effectue (par exemple temperature, temps 
30 d'incubation. concentrations de I'echantillon et du traceur). 
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Par potentiel de bruit de fond, on doit par contre 
corripfendre I'intensite maximale de signal non specifique susceptible 
d'etre engendree sur une zone d'essai par un echantillon donne, dans 
des conditions de test donnees. Par definition, chaque echantillon peut 
5 done etre caracterise par un potentiel de bruit de fond qui lui est propre 
etintrinsequeriiehtlie. 

La mesure du potentiel de bruit de fond donne la valeur 
seuil de I'intensite de signal, aU-dessus de laquelle un echantillon est 
considers comme positif et en dessous de laquelle II est considere 

10 cornme riegatif. 

II va de soi que, chaque echantillon possedant ses propres 
caracteristiques physico-chimiques, chaque echantillon est susceptible 
de generer un bruit de fond qui lui est propre et possede intrinsequement 
uh potentiel de bruit de fortd qui lui est propre et peut done se voir 
15 attribuer une valeur seuil qui lui est propre. 

Les performances d'un test dependent de la precision avec 

laquelle. la-valeur seuiLeMmesuree; il importe don e de pouvoir estjmer le „ 

potentiel de bniit de fond d'Un echantillon de maniere a obtenir une 
valeur idealement corrigee de Finteraction specifique. Or, dans la plupart 
20 des tests actuels de depistage d'un analyte dans un echantillon de fluide 
biologique, on determine de maniere generique une valeur seuil unique 
applicable a I'ensehible des echantillons testes sans tenir compte de la 
variability du bruit de fond lie a chaque echantillon. 

Dans urt test ELISA par exemple, la determination d'une 
25 valeur seuil (cut-off) de I'intensite du signal, au-dessus de laquelle un 
echantillon teste est considere comme positif et en dessous de laquelle il 
est considere comme negatif, est effectuee indirectement grace a au 
moins Uh contrdle dbnt la concentration en analyte est connue, teste en 
paraliele sur au moirts une zone d'essai equivalente mais distincte (par 
30 exemple au moins une cuvette voisine dans un test ELISA) avec le. ou 
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les echantillon(s) a analyser. La valeur de seuil est generalement definie 
par rapport aux valeurs donnees par une population statistiquement 
significative d'echantiilons consideres comme negatifs pour I'analyte a 
depister: un traitement statistique de la distribution de ces valeurs 
5 permet de calculer la valeur seuil a utiliser dans Interpretation des 
resultats en fonction des performances souhaitees (specificite et 
sensible du test) (v. par exemple, MP. BOUNAUD, et J-F. MORIN, 
Evaluation analytique d'un nouvel immunodosage, Atelier n° 13 du 10e 
Colloque CORATA, 1993). Bien que ce type d'approche tienne compte 
10 de la variable de la valeur seuil en fonction des conditions dans 
lesquetles le test est effectue (les centrales etant toujour* testes en 
parallele avec les echantillons dans les memes conditions), la variable 
du bruit de fond engendre par les differents echantillons eux-memes 
n'est pas prise en consideration (les centrales ne pouvant pas rendre 
15 ccrripte de la presence au sein de chaque echantilion d'un plus ou moins 
grand nombre de facteurs d'interactions non specifiques a une plus ou 
moins grande concentration), Ceci est mmsm*™!^**^ 
,a sensibilite du test et de mener a des interpretations faussement 
negatives pour certains echantillons, particulierement dans le cas d'une 
20 combinaison d'un test hautement specifique (pour lequel la valeur seurt 
est necessairement proche du signal maximal rencontre dans une 
population negative) et d'un echantilion faiblement ppsffif qui possederart 
a fortiori un faible potentiel de bruit de fond. 

Le document DE 197 31 465 A1 non publie a la date de 
25 priorite de la presente demande de brevet decrit un systems de 
contr6le(s) inteme(s) permettant de mesurer independamment la valeur 
d'une ou de plusieurs interactions non specifiques engendrees par un ou 
plusieurs facteurs d'interference propres a chaque echantilion. 
Neanmoins, la mise en oeuvre de tels contr6les internes implique que les 
30 differents facteurs d'interference soient connus et definis et qu'a chaque 
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facteur d'interference defmi soft associe un contrdle specifique distinct. 
Cette approche permet de mesurer de maniere precise I'intensite du 
signal specifique par rapport a chacune des interactions non specifiques 
qui ont ete definies; par contre, le systeme ne permet pas d'obtenir une 
5 evaluation globale, par I'intermediaire d'un seul et unique contrale, du 
bruit de fond global potentiellement engendre par I'ensemble des 
facteurs d'interferences, connus ou non, presents dans I'echantillon. 

Aucun document anterieur n'apporte de solutions a ce 

probleme. 

10 or, sans possibility devaluation d'un seuil reactionnel 

propre a I'echantillon analyse, I'interpretation des resultats de la plupart 
des essais immunodot se resume aux deux possibles suivantes : 
I'essai est positif si une coloration est visible au niveau de la zone 
d'essai, et I'essai est negatif en cas d'absence de coloration. Si le 
1 5 systeme fonctionne effectivement dans les cas ou une coloration forte ou 
une totale absence de coloration est evidente, il est manifeste que 
I'interpretation des resultats est Spumise a la subjectivfte du lecteur dans 
les cas ou seule une trace de coloration est visible. Cette trace peut etre 
le reflet d'une interaction specifique antigene - anticorps, mais aussi 
20 simplement un bruit de fond. 

La presente invention a pour but de resoudre ces 
problemes en mettant au point un precede du type decrit au debut, qui 
permette d'etablir un auto-etalonnage integre a I'essai avec pour chaque 
echantillon un seuil de reactivite distinct, qui peut etre variable en 
25 fonction des caracteristiques physico-chimiques de I'echantillon lui-meme 
et des conditions dans lesquelles I'essai est effectue. 

On a resolu le probleme pose par un precede tel que decrit 
au debut, ce procede etant caracterise en ce que : 

au moins un ligand non specifique est fix6 sur une zone de 
30 controle dite de seuil, en une concentration telle que I'intensite de signal 
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de marquage determines la pour un echanflllon seuil de fluide blologique 
est egale a celle de cet echantitlon seuil sur la zone d'essai. 

ledlt au molns un ligand non specifique de la zone de controle de 
seui, etant capable de rendre oompte d'un potenfle, de bru.. de fond 
5 engendre sur au molns une zone d'essai par un ensemble de redouts 
d'interacflons non sprues, lies a ,a nature de I'eohentillon Ha-meme 
et aux conditions dans lesquelles le test est effeotue, 

e , en ce que le procfcte oomprend une comparaison entre 
nntens^e du signal de marquage de h zone d'essai e< celle de la zone 
10 de «*» de seui, obtenues evec 1'eohand.lon a analyse,. oe,u,o, etant 
a consider comme posifl, lorsque I'intensHe du signal de marquage de 
,a zone d'essai est superieure a celle de la zone de controle de seu*. 

^chantillon de fluide blologique appele echanflUon sou,! 
eat un des eohantillons d'une population statlsfl^uement significative qur. 
, or s d'une ana^se de cel^i par des techniques de reference standards, 
a ate diagnosflque oomme negefl., mais qui dens son applicabon a une 

zone d'essai d'un precede de d^.*^*!!^^ 
zo ... a „«, vaieur seuil tefle qu'elle 

de signal de marquage correspondant k une vaieur 

pout etre calculee statisuquement ou estimee (selon que ,a lecture se , M 
respectivemen. evec ou sans appereil de mesure, par rappo lk* 
disbibuflon des vaieurs donnees par ,'ensemb te des echandflons negaWs 
de oette populaflon. Dans le ces ou auoun des eohanflllone negaWa de ,a 
p„p U ,a«on ne donne precisement I'intensfle seuii de signa, tefl. que 
caLee ou estimee. I'ecnanflflon seuil utilise pour la calibrabon peut etre 
u„ echanflUon dont i'lntensite de signal approche le vateurseu evec 
sufflsamnten, d'exacttude, ou encore un calfcrateur axemen 
construl, (g*oera,emen. un senrm pos«K dilue, donnan, 1— de 
signal desiree et qui est des lots consider* comme represent de 
|*6chantillon seuil. 
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L'intensite de signal de marquage obtenue sur la zone de 
controle de seuil avec cet echantillon seuil est done uniquement due a un 
bruit de fond, que celui-ci resulte d'interferences exterieures a I'analyte 
ou de liaisons non specifiques de I'analyte sur le ligand non specifique. 
5 Les experiences ont montre que, lors de I'application du procede de 
depistage suivant I'invention, I'intensite de signal de marquage des 
echantillons testes sur la zone de contr6le de seuil variait d'echantillon a 
echantillon et representait done une valeur de bruit de fond propre a 
chaque echantillon. En outre, il est remarquable de constater que pour la 
10 plupart des echantillons negatifs, I'intensite du signal de marquage sur la 
zone de contr&ie de seuil est superieure a celle obtenue sur la zone 
d'essai. Le systeme rend done bien compte d'un potentiel de bruit de 
fond susceptible d'etre genere par un echantillon sur une zone d'essai, et 
non du bruit de fond reellement engendre par cet echantillon sur ladite 
15 zone d'essai. Par comparaison avec I'intensite de signal de marquage 
obtenue sur la zone d'essai, on obtient une determination directe et auto- 
corrigee-du caractere . positif „ ou_ negatif de rechantijlpn, selon que 
I'intensrte sur la zone d'essai est superieure ou inferieure a I'intensite sur 
la zone de contrdle de seuil. 
20 II faut remarquer que par le procede suivant I'invention le 

ligand non specifique de la zone de controle de seuil rend compte d'un 
potentiel de bruit de fond genere par des interactions non specifiques 
engendrees par r§chantillon, interactions qui ne sont ni necessairement 
connues ni definies. Un tel depistage comporte par ailleurs une seule et 
25 unique zone de cpntrdle de seuil par echantillon a analyser. 

Suivant une forme de realisation avantageuse de 
I'invention, le procede comprend 

- une mise en contact de I'echantillon de fluide biologique a analyser 
avec au moins un ligand qui est non specifique dudit au moins un 
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support soltde, tfinteractions non 

- - ■-»— « - - ligand non 

S p6cif.ques de Techantrtton sur (edit 

. un marquage auau ...^rortion lies par un traceur, 

non ***,ue de . -£Z?£Z* de s ig na, de 
10 d'interaction lies, avec determ.nat.on 

marquage determ.nee son 
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- une mise en contact de rechantillon de fluide biologique avec au 
moins un ligand suppiementaire, qui est specifique d'au moins un 
analyte suppiementaire £ depister et qui est fixe sur au moins une 
zone d'essai suppiementaire du support solide, 

5 - une liaison entre ledit au moins analyte suppiementaire et son ligand 
specifique, 

un marquage dudit au moins un ligand suppiementaire et dudit au 
moins un analyte suppiementaire lies, par un traceur, et 

- une detection du traceur de marquage sur ledit au moins un ligand 
10 suppiementaire et ledit au moins un analyte suppiementaire lies, 

avec determination d'une intensite de signal de marquage, 
chaque ligand specifique suppiementaire etant fixe dans sa zone 
d'essai suppiementaire en une concentration telle que I'intensite de 
signal de marquage determinee la pour un echantillon seuil pour 
15 Tanalyte suppiementaire correspondant est 6gale ou inferieure a 
Tintensite de signal de marquage obtenue dans ladite zone de 
cqntrdle de seuil, et 

une comparaison entre Tintensite du signal de marquage de chaque 
zone d'essai suppiementaire et celle de la zone de controle de seuil, 
20 obtenues avec I'echantillon a analyser, celui-ci etant a considerer 
comme positif pour un analyte suppiementaire iorsque Tintensite du 
signal de marquage de la zone d'essai suppiementaire 
correspondant a cet analyte suppiementaire est superieure a celle de 
la zone de controle de seuil. 
25 II est ainsi possible d'effectuer la detection de plusieurs 

analytes differents en se referant a une seule zone de contrdle de seuil 
pour chaque echantillon. 

Ledit au moins un ligand non specifique fixe sur la zone de 
controle de seuil peut etre identique audit au moins un ligand non 
30 specifique fixe sur la zone de controle de reaction, mais a une 
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La present© invention concerne egalement une trousse de 
depistage d'analyte. 

Cette trousse comprend : 
un support solide, 

5 - un ligand qui est specifique d'au moins un analyte a depister et est 
fixe sur au moins une zone d'essai du support solide, et qui, apres 
mise en contact avec I'echantillon a analyser,, se lie a ledit au moins 
un analyte a depister, en presence de celui-ci, 

- un traceur capable de marquer le ligand specifique et ledit au moins 
10 un analyte lies, en permettant sa detection avec determination d'une 

intensite de signal de marquage, 

- un ligand qui est non specifique dudit au moins un analyte et est fixe 
sur une zone de contrdle du support solide, et qui, apres mise en 
contact avec I'echantillon a analyser, permet une adsorption et/ou un 

15 accrochage sur lui de facteurs d'interactions non specifiques 
engendres par I'echantillon, et 

- un traceur capable de marquer le ligand non specifique et les 
facteurs d'interactions lies, en permettant sa detection avec 
determination d'une intensite de signal de marquage, 

20 cette trousse comportant en outre, suivant I'invention, au moins un ligand 
non specifique fixe sur une zone de contrdle drte de seuil du support 
solide en une concentration telle que Tintensite de signal de marquage, 
determinee la pour, un echantillon seuil de fluide biologique est eg ale a 
celle de cet echantillon seuil sur la zone d'essai, ledit au moins un ligand 

25 non specifique de la zone de controle de seuil etant capable de rendre 
compte d'un potentiel de bruit de fend engendre sur au moins une zone 
d'essai par un ensemble de facteurs d'interactions non specifiques, lies a 
la nature de I'echantillon lui-meme et aux conditions dans lesquelles le 
test est effectue, 



RNSnOClft <WO 0023805A1 I > 



PCI7BE99/00129 



WO 00/23805 



•14- 



10 



r:7Z~.~zr- 

rwensB* du signal da marquage de la 

„ totrousaa sulvantnnven.cn sort «W* — 
donnaesci-apras ^ ressortiro nt 

, Lnnia cUassous. avec r~ au* dassins 
de la description donnee ci a 

annexes. d ^^f, r ft sur la zone. 

r nftnr , ana ,yte a detecter est dilue en 

^da ganaralamant dans una sol Mftre . 
concartra^nsvaHartgana^t^O, J^^^^^ 

Chaqua dilution art appl^uaa , ementde 

su, una 

Les bandelattes a,ns, M , signifteati va, 

population «chan,illons pes* at naga* s**^ 

U concanUrtton ^ d,scdn*a«an visual* 

ertra 1'achanfcn positif dannant l',ntens«a la plus 
nHatitdonnan,,^^^ 

d 6terminee ci-dessus tson riterpnce 
membra na.a,ea tt azanad'assaisa rt .«da,«a,anoa. 



15 



WO 00/23805 



PCT/BE99/00129 



-15- 

Ledit au moins un ligand non specifique est dilue en serie et 
applique, comme decrit en 1, sur le reste des portions de membrane 

libres de la bandelette. 

Les bandelettes sont testees sur la meme population 

5 d'echantillons. 

Un echantillon negatif, donnant sur la zone d'essai (qui 
contient le ligand specifique a la concentration X) une intensite seuil, telle 
qu'elle peut etre calculee ou estimee selon une procedure courante pour 
Thomme de metier, est utilise pour calibrer le seuil : la concentration 

10 ideale (sort la concentration Y) du ligand non specifique est celle 
donnant, sur la zone de controle de seuil, une intensite de coloration 
identique a celle observee sur la zone d'essai. 

L'ensemble des autres echantillons permet de valider le 
seuil ainsi determine : tous les echantillons positifs donnent une intensite 

15 superieure au seuil et tous les echantillons negatifs donnent une 
intensite inferieure au seuil nonobstant les limites de specificite et de 
sensibility ...du test telles .qu'imposees paMa .proc§dure_de calcul ou 
d'estimation de I'intensite seuil. L'intensitS du seuil determine varie elle- 
meme en fonction des caracteristiques physio-chimiques de chaque 

20 echantillon. 

3, Essai a plusieurs analvtes . 

Le developpement d'un test a plusieurs analytes impiique 
de suivre dans un. premier temps la procedure decrite dans 1 et 2 ci- 
dessus pour un seul de ces analytes. On determine alors la 
25 concentration ideale dudit au moins un ligand non specifique (sort la 
concentration Y) pour cet analyte. 

Ledit au moins un ligand non specifique est applique, a la 
concentration determinee ci-dessus (sort la concentration Y), sur une 
portion de membrane, et cette zone sert ici de reference. 
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Les autres ligands specifies des autres analytes sont 
chacun di.ues en serie et appliques, comme decrit sous 1, sur le reste 
des portions de membrane libres de la bandelette. Les bandelettes sont 
testees sur une population d'echantillons statistiquement sign.ficat.ve 

5 pour les autres analytes precites. 

Conformant a la procedure decrite en 2, on determ.ne 
alors la concentration ideale de chacun des autres ligands specifies 
des autres analytes par rapport audit au moins un ligand non specffique 
a la concentration Y, c'est-a-dire en fonction d'un seul et meme seu.l. 
10 Accessoirement, il est generalement possible d'inclure au 

test un contr6le de reaction en deposant sur une portion de membrane 
une concentration dite saturante dudit au moins un ligand non speaf.que 
de contrSle de seuil (concentration generalement 50 a 100 fo.s 
superieure a la concentration utilisee pour le contr6le de seuil). 
15 EXEMPLES 

A. ImmuL.niln. r h — *« antic ° ^ ""^ruvate 

dehydroge nase (MZ). 

immunodot a 3 zones membranaires : 1 contr6le de 

reaction, 1 contrite de seuil, 1 zone d'essai. 
20 - Solution de dilution des ligands : NaCI 0,15 M dans H 2 0 distillee 

- Ligand specifique : Pyruvate dehydrogenase (SIGMA P-7032) a 
0,25 mg/ml. 

. Ligand non soectfque de conWle de seuil : immunoglobulme de 
chevre anu-molecule entiere d'lgG humaine (SIGMA 1-1886) a 

25 0,017 mg/ml. 

- Ligand non speoifiqua de conWIe de reaciion : immunogtobuhne de 

ehevre anti-molecule enliere d'igG humaine (SIGMA 1-1886) a 
1 mg/ml. 
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On depose 1 ul de chacun des ligands sur la zone 
membranaire correspondante, puis on laisse secher 24 heures a 
temperature ambiante. 

5 b. Immunodot pour la detention des ant icoms antinucteaires (ENA^. 

Immunodot a 8 zones membranaires : 1 contr6le de 
reaction, 1 controle de seuil, 6 zones d'essai pour les anticorps anti-ENA 
suivants : Sm, RNP, SSA, SSB, JO-1 , Scl-70. 

- Solution de dilution des ligands : NaCI 0,1 5 M dans H 2 0 distillee. 

10 - Ligands specifiques : Sm antigene (IMMUNOVISION SMA-3000) a 
0,16 mg/ml, RNP antigene (IMMUNOVISION SRC-3000) a 0,19 
mg/ml. SSA antigene (IMMUNOVISION SSA-3000) a 0,15 mg/ml. 
SSB antigene (IMMUNOVISION SSB-3000) a 0,08 mg/ml, JO-1 
antigene (IMMUNOVISION JO1-3000) a 0,07 mg/mt, Scl-70 antigene 

1 5 (IMMUNOVISION SCL-3000) a 0,07 mg/ml. 

- Ligand de contr6le de seuil : immunoglobuiine de chevre anti- 
. motoLeeM^e dMgG hum 6.022 mg/ml. 

- Ligand de contrdle de reaction : immunoglobuiine de chevre anti- 
molecule entiere d'lgG humaine (SIGMA 1-1886) a 1 mg/ml. 

20 -On depose 1 u! de chacun des ligands sur la zone 

membranaire correspondante, puis on laisse secher 24 heures a 
temperature ambiante. 

C. Immunodot pour la detection des antico rps anti-ADN double brin 
Immunodot a 3 zones membranaires : 1 contrdle de 
25 reaction, 1 contrdle de seuil, 1 zone d'essai. 

Solution de dilution des ligands : NaCI 0,15 M, Tris-HCI 20 mM, pH 
7,5. 

Ligand specifique : ADN double brin extrait de thymus de veau 
(SIGMA D4522) a 0,2 mg/ml. 
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_ L ,ands MM**- de coot* de seul, Pes — ons 
JUes coaaspondea, « «-~ 8 **' D , ' 
m elange,: melange de ADN simpte bnn (SIGMA D8899) 4 

, Hisle H2a (WUNOWOH H.S-1002, a 2,5 wM H«.one H2b 

5 0MMUNOV1SION . HIS-1013) a 2,5 

' lMM UNOVlSIONHIS-1014)a2,5 l i 8 /ml.BSAa5 ll gW. 

ontie»re d'lgG humaine (SIGMA m°° ' 
."SIGMA 1-0140) a 0,5 mg/ml. 

( On d*ose 1 pi da chacun des Ifcands ou Ranges de 
„ „ands sur ,a *,ne — a. conaapondanta, pu,s on » K se — r 

. das' *~ — ~ - — 6 " 

palettes son. aass. chacuna ^'"^ » - 
r6 ac«on 11 a 15 oa un ligand non specie as. w g 
25 ooncan^on aiavaa pem,ettan. da oon»a,ar s, la naaeuon 

^ son. alo. ana,yses . "-J J 

tefin de r-^^^Ti vteu al. mala „ POUra « 
30 chaque zone. Dans cet essai a 
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s'agir d'une methode permettant de fournir un signal a mesurer par 
radiometric, fluorescence, luminescence, etc... Comme on peut le 
constater, les cinq zones de contrite de reaction 11 a 15 donnent un 
signal fortement intense, ies essais sont done valables. II faut noter que 
5 les intensites de signal de ces zones 11 a 15 sont legerement variables 
entre elles d'une maniere impossible a representer sur le dessin, mais 

perceptible a I'oeil nu. 

La zone 6 permet de deceler clairement que 1'echantillon 
est negatif et les echantilions correspondant aux autres zones d'essai 7 
10 a 1 0 seront probablement determines comme positifs par le laborantin. 

La figure 2 montre cinq bandelettes 1' a 5' suivant 
I'invention sur lesquelles se trouvent des zones d'essais 6' a 10' et des 
zones de contrdle de reaction 1 1' a 15' qui sont identiques aux zones 6 a 
15' des bandelettes 1 a 5 illustrees sur la figure 1 et qui done donnent la 

15 meme intensity de signal. 

Ces bandelettes 1' a 5' presentent en outre chacune une 

zone de contr6te de _seuL16 ^ 

dessus. Les intensites de signal de ces zones sont legerement variables 
d'une bandelette a I'autre, ce qui montre que chaque echantillon a 

20 analyser presente un potentiel de bruit de fond qui lui est propre. 

II ressort de I'essai itlustre, que 1'echantillon correspondant 
a la bandelette 3' est a considered d'une maniere inattendue, comme 
negatif. Son intensite de signal est en effet clairement inferieure a celle 
de la zone de contrdle de seuil. La conclusion que Ton peut tirer de 

25 I'essai etait imprevisible pour I'homme de metier faisant usage du 
proc§d6 de depistage selon la figure 1. 

II doit etre entendu que la presente invention n'est en 
aucune facon limitee aux formes de realisation decrites ci-dessus et que 
bien des modifications peuvent y etre apportees sans sortir du cadre du 

30 present brevet. 
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pp/cMniCATlONS 

1 . , Precede de depistage rfau moins un analyte, dans un 
echantiHon de fluide biologique a analyser, comprenant : 

une mise en contact de I'echantillon de fluide biologique avec un 
5 ligand, qui est specie d'au moins un analyte a depister et qui est 
fixe sur au moins une zone d-essai d'un support sol.de, 
. une liaison entre .edit au moins un analyte a depister et le ligand, 
. un marquage du ligand specifique et dudit au moins un analyte l.es, 
par un traceur, et 

. u„e detection du traceur de manage sur le Ifcand specie e. led* 
au moins un analyte Ilea, avec determination d'une intensite de 

signal de marquage, 
. un* mise en ccntact de rechanfflton de «ulde biologique avec un 
ligand qui eat non specifique dudit au moins un analyte, eat fixe sup 
„ une zone de confrole du support soiide e. ea, capable de rendre 
comptedin te ractionsncnspicinquesan 9 endreesparl^chan»n, 

sneeffiques de I'echantillon sur le ligand non specrfique. 
. un marquage du ligand non specie e. dea facteurs d'mteracbons 

on lies, par un traceur, 

. una detecaon du traceur de marquage sur I. Ugand non specrfique e. 
les facteurs ^interactions lies, avec determination dune intensite de 
signal de marquage, 

caracterise en ce que : 
25 au moins un ligand non spedfique est fixe au, une rone de 

conwie de seuil, en une concentration .* que rin.ens«e de signal de 
ma rquage detemrinee 1. pour un echan»n seuil de fluide biology est 
egale a celle de cet echantillon seuil sur la zone d'esaar, 

ledlt au moins un ligand non specifique de la zone de controle de 
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engendre sur au moins une zone d'essai par un ensemble de facteurs 
d'interactions non specifiques, lies a la nature de I'echantillon lui-meme 
et aux conditions dans lesquelles le test est effectue, 

et en ce que le precede comprend une comparaison entre 

5 I'intensite du signal de marquage de la zone d'essai et celle de la zone 
de controle de seuil obtenues avec I'echantillon a analyser, celui-ci etant 
a considerer comme positif lorsque I'intensite du signal de marquage de 
la zone d'essai est superieure a celle de la zone de controle de seuil. 

2. Procede de depistage d'analyte suivant la revendication 

10 1 , caracterise en ce qu'il comprend 

- une mise en contact de I'echantillon de fluide biologique a analyser 
avec au moins un ligand qui est non specifique dudit au moins un 
analyte et qui est fixe sur une zone de controle dite de reaction du 
support soiide, 

15 - une adsorption et/ou un accrochage de facteurs d'interactions non 
specifiques de I'echantillon sur ledit au moins un ligand non 
specifique de la zone de cpntr6le de reaction, 

- un marquage dudit au moins un ligand non specifique de la zone de 
controle de reaction et des facteurs d'interaction Ites, par un traceur, 

20 - : une detection du traceur de marquage sur ledit au moins un ligand 
non specifique de la zone de controle de reaction et les facteurs 
d'interaction lies, avec determination d'une intensity de signal de 
marquage, 

- ledit au moins un ligand non specifique de la zone de controle de 
25 reaction etant fixe sur celle-ci de maniere que I'intensite de signal de 

marquage determinee soit detectable lorsque le procede de 
depistage a ete applique d'une maniere conforme. 

3. Procede de depistage suivant I'une ou I'autre des 
revendications 1 et 2, caracterise en ce qu'il comprend 
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- une mise en contact de I'echantillon de fluide biologique avec au 
moins un ligand supplementaire, qui est specifique d'au moins un 
analyte supplementaire a depister et qui est fixe sur au moins une 
zone d'essai supplementaire du support solide, 

5 - une liaison entre ledit au moins un analyte supplementaire et son 
ligand specifique, 

- un marquage dudit au moins un ligand supplementaire et dudit au 
moins un analyte supplementaire lies, par un traceur, et 

- une detection du traceur de marquage sur ledit au moins un ligand 
10 supplementaire et ledit au moins un analyte supplementaire lies, 

avec determination d'uhe intensite de signal de marquage, 

- chaque ligand specifique supplementaire etant fixe dans sa zone 
d'essai supplementaire en une concentration telle que I'intensite de 
signal de marquage determinee la pour un echantillon seuil pour 

15 I'analyte supplementaire correspondant est egale ou inferieure a 
I'intensite de signal de marquage obtenue dans ladite zone de 
contrite deseuH, el , - 

- une comparaison entre I'intensite du signal de marquage de chaque 
zone d'essai supplementaire et celle de la zone de controle de seuil, 

20 obtenues avec I'echantillon a analyser, celui-ci etant a considerer 
comme positif pour un analyte supplementaire lorsque I'intensite du 
signal de marquage de la zone d'essai supplementaire 
correspondant a cet analyte supplementaire est superieure a celle de 
la zone de contrdle de seuil. 
25 4. Proc6de suivant I'une des revendications 2 et 3, 

caracterise en ce que ledit au moins un ligand non specifique fixe sur la 
zone de contrdle de seuil est ledit au moins un ligand non specifique fixe 
sur la zone de contrdle de reaction. 

5. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 
30 4, caracterise en ce que ledit au moins un ligand non specifique fixe sur 
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la zone de contrdle de seuil est choisi parmi le groupe comprenant des 
anticorps, monoclonaux ou non, diriges ou non contre un ou plusieurs 
antigenes contenus dans I'echantilloh, des antigenes diriges ou non 
contre un ou plusieurs anticorps contenus dans I'echantillon, des 

5 protetnes synthetiques ou naturelles, telles que de I'albumine de serum 
de boeuf, des proteines de lait, des sequences synthetiques ou 
naturelles d'acides amines, comme un peptide synthetique, un haptene, 
de la polylysine, et des sequences nucieotidiques synthetiques ou 
naturelles, comme de I'ADN (simple brin ou double brin), de TARN. 

1Q 6. procede suivant Tune quelconque des revendications 1 & 

5, caracterise en ce que la detection est effectuee par voie 
colorimetrique, enzymatique, radiometrique, luminescente. 

7. Procede suivant Tune quelconque des revendications 1 a 

6, caracterise en ce que ledit au moins un ligand non specifique de la 
15 zone de contrdle de seuil est susceptible d'etablir une liaison non 

specifique avec I'analyte a depister et rend compte, dans ledit potentiel 
de bruit de fond, dlnteractions non specifiques entre l>nalyte a depister 
et ledit au moins un ligand non specifique. 

8. Trousse pour le depistage d'au moins un analyte dans 
20 un echantillon de fluide biologique a analyser, comprenant : 

- un support solide, 

- un ligand qui est specifique d'au moins un analyte a depister et est 
fixe sur au moins une zone d'essai du support solide, et qui, apres 
mise en contact avec Techantillon a analyser, se lie a ledit au moins 

25 un analyte a depister, en presence de celui-ci, 

- un traceur capable de marquer le ligand specifique et ledit au moins 
un analyte lies, en permettant sa detection avec determination d'une 
intensite de signal de marquage, 

- un ligand qui est non specifique dudit au moins un analyte et est fixe 
30 sur une zone de controie du support solide, et qui, apres mise en 
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contact avec I'echantilion a analyser, permet une adsorption et/ou un 
accrochage sur lui de facteurs d'interactions non specifiques 
engendres par I'echantilion, et 

- un traceur capable de marquer le ligand non specifique et les 
5 facteurs d'interactions lies, en permettant sa detection avec 

determination d'une intensity de signal de marquage, 
caracterise en ce qu'elle comprend au moins un iigand non specifique 
fixe sur une zone de controle de seuil du support soiide en une 
concentration telle que I'intensite de signal de marquage, determinee la 

10 pour un echantillon seuil de fluide biologique est egale a celle de cet 
echantillon seuil sur la zone d'essai, 

I'echantilion a analyser etant a considerer comme positif lorsque 
I'intensite du signal de marquage de la zone d'essai est superieure a 
celle de la zone de controle de seuil. 

-j 5 g. Trousse suivant la revendication 8, caracterisee en ce 

qu'elle comprend en outre 

- au moins un iigand qui n'est pas sp6cifique dudit au moins un 
analyte a depister et est fixe sur une zone de contrdle de reaction du 
support soiide, et qui, apres mise en contact avec I'echantilion a 

20 analyser, permet une adsorption et/ou un accrochage sur lui de 
facteurs d'interactions non specifiques engendres par I'echantilion, 

- un traceur capable de marquer le ligand non specifique et les 
facteurs d'interactions lies, en permettant sa detection avec 
determination d'une intensite de signal de marquage, 

25 - ledit au moins un iigand non specifique etant fixe sur la zone de 
controle de reaction de maniere que I'intensite de signal de 
marquage determinee est decelable lorsque le procede de depistage 
a ete applique d'une maniere conforme. 

10. Trousse suivant I'une ou l'autre des revendications 8 et 

30 9, caracteris6e en ce qu'elle comprend en outre 
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- au moins un ligand suppiementaire, qui est specifique d'au moins un 
analyte suppiementaire a depister et est fixe sur au moins une zone 
d'essai suppiementaire du support solide, et qui, apres mise en 
contact avec I'echantillon a analyser, se lie a ledit au moins un 

5 analyte suppiementaire, en presence de celui-ci, 

- un traceur capable de marquer ledit au moins un ligand 
suppiementaire specifique et ledit au moins un analyte 
suppiementaire lies, en permettant sa detection avec determination 
d'une intensite de signal de marquage, 

10 - chaque ligand specifique suppiementaire etant fixe dans sa zone 
d'essai suppiementaire en une concentration telle que I'intensite de 
signal de marquage, determinee la pour un echantillon seuil pour 
I'analyte suppiementaire correspondent, est egale ou inferieure a 
I'intensite de signal de marquage obtenue dans ladite zone de 

15 controle de seuil, 

- I'echantillon a analyser etant a considerer comme positif lorsque 
llntensite du signal de marquage de la zone d'essai suppiementaire 
correspondant a cet analyte suppiementaire est superieure a celle de 
la zone de controle de seuil. 

20 



BNSDOCID: <WO_002380SA1J.> 



WO 00/23805 



PCT/BE99/00129 




BNSDOCJD: <WO 0023805A1 I > 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



PCT/BE 99/00129 



Aflpoidhg to In te rna tional ftetertt 



a FIELDS SEARCHED 



Mnfrnum Ax^entaikwseejched (claasrftcafton system toiowed by eiaasfflcatlon symbols) 

IPC 7 G01N 



Documents** search 



B«*or* date base oorv^du^ WemattcnaJ aeerch (name of datebaseend, where pneflosj. search terms use 



g DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* Otatton of document wtth McatJon, x**to*wr**^*ton**r*tp*68a&* 



P,A 



DE 197 31 465 A (BOEHRINGER MANNHEIM SMBH) 
28 January 1999 (1999-01-28) 
cited 1n the application 
the whole document 

EP 0 833 157 A (UNILEVER PLC ; UNILEVER NV 
(ND) 1 April 1998 (1998-04-01) 
cited In the application 
claims 

column 1, line 42 - line 50 
line 4 - line 13 
line 4 - line 41 



column 2, 
column 4, 



-/- 



RdevanttodahiNo. 



1-10 



1-10 



Further documents are Wed In the oonthualkjo o« box C 



Patent famfly members are feted h annex. 



• Special categories of cited documents : 

■A" document defWigfte general etate of *ie art which b not 

oonafdefed to be of pajfJaJar relewnoe 
"F e»A\trdoaxrttribiApu£*^cnc€etter**> ktfematianaJ 

fling date 

V donMnertxfikh may *vo« do** anrialty cWm(8)or 
wrsch b ottod to establish the pubticdlon date ot another 
<«on or other apeoW reason (as specffled) 

■O" o^oument referring to an oral dadoeure, use, exhfcWonor 
other meant 

> oVxunentpuUahedr^ortothehtema^ fltag date but 
later than the pdortty date dafened 



T lalwdocumert|ju«tehedafter«ie MemaflonaJ fihg date 
orrjrtodtyoWaT^kicco^ 
cited to understand the prtwtote or theory underlying the 
invention 

V ctooinent* rjertieilarreJevarce;^ 

\£Sot be ccnaktered ncvd or cannot be considered to 
hvotve an Inventive step when the document ts taken done 
■y dooument ot oertkxiar relevance; the cteiroed frivenaon . 
cannot bo conridered to Involve an Inventive step when the 
ckxxinentiaoon*tiedwtthoneornx«c<her euohdoco- 
menta, such corrttTabon betng obvlouetoa person sWled 
h the ait 

V oVxxinertmen^o* the same peter* tamly 



Date 



of foe actual oomptetkri ot the hrtornaflonai search 

28 February 2000 



Name and malhg address ot the ISA 

European Patent Office, P£. 581 8 Patenflaan 2 
NL-2260HVItyr*4c 
Tel. (431-70) 340-2040. Tx. 31 661 epo nj. 
Fax (461-70) 340-9016 



Date of maling of the International search report 

07/03/2000 



Authorized offloer 



Rout ledge, B 



Fan PCWSAtttO (second shut) (July 1«tt) 

BNSDOCID: <WO 002380SA1J_> 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



PCT/BE 99/00129 



"cgSgwgg po amans cowsidehedtobe helevact 



US 5 356 782 A (MOORMAN DAVID R ET AL) 
18 October 1994 (1994-10-18) 
cited In the application 
claims 

column 6, Une 30 - line 50 
column 8, Une 3 - Une 30 



Relevant to detn No. 

1-10 



1MB) 



page 



2 of 2 



- INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

paMtlanlyiMntara 



PCT/BE 99/00129 



Patent document 
cted m search report 



PtMcalton 
dale 



Patent family 



PiMoaUon 
date 



DE 19731465 A 



28-01-1999 



AU 
WO 



9066998 A 
9905525 A 



16-02-1999 
04-02-1999 



EP 0833157 A 


01-04-1998 


AU 
CA 
JP 


3684197 A 
2215042 A 
10111292 A 


02-04-1998 

27- 03-1998 

28- 04-1998 


US 5356782 A 


18-10-1994 


EP 
JP 
UO 


0659275 A 
8501387 T 
9406012 A 


28-06-1995 
13-02-1996 
17-03-1994 



OMorwNfv -urn rvwW\SA1 I * 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE )Dm At 

PCT/BE 99/00129 



gaion ^ cfaaeMcato intemaltonale dee bwete (OB) cu 
B. DOUAIMES 8UR LEBQUELS LA RECHERCHE A POKIE 



DooSSSSen irtnfcriate ocneulte* (system* dec 

CIB 7 eoiN 



KM do* «ymtxHw de cHwrnert) 



-3— 



C DOCUUEKT 8 COW81DERE8 COHME PERT1NEHT8 



DE 197 31 465 A (BOEHRINGER MANNHEIM fiNBH) 
28 Janvier 1999 (1999-01-28) 
cite dans la demande 
le document en entier 

EP 0 833 157 A (UNILEVER PLC ; UNILEVER NV 
(ND) 1 avrll 1998 (1998-04-01) 
cite dans la demande 
revendi cations 

colonne 1, Hgne 42 - llgne 50 
colonne 2, Hgne 4 - llgne 13 
col onne 4 , 1 1 gne 4 -Tjgne 41 

-/- 



1-10 



1-10 



IQJ vdrtaaitoducadwCpourlatodetobtedaedoeuMniB 

•E- *>cuiiertarte^,n^p^^ 
1 ouaprfceoettedote 

SS^w rabon specWe (tele */Wk*<*> 

•O* (k»^t)er*»rt<^^unedvu^tai orate, minu«ge,& 

28 fSvrier 2000 

OfBoaB«pe«nde«B»v«tt,P3.6018PBtartMn2 

Tul^T^^Sio.Tx.ai 651 cpoii, 
RDC (431-70) 340-3016 

k^j*. PCTttAttlO (dwrfemm ta£) 523 tSS 



pour me pewome tki metier 

•V dcqjnentc^tsJtp aittedctotneww^ 

07/03/2000 



RAPPORT l DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



I No 



PCT/BE 99/00129 



US 5 356 782 A (MOORMAN DAVID R ET AL) 
18 octobre 1994 (1994-10-18) 
c1t6 dans la deraande 
revendi cations 

colonne 6, Ugne 30 - Ugne 50 
colonne 8, Ugne 3 - 11 grift 30 



1-10 



Fonrii^PCT/«A«O(Ki>i<kbd«i^l«^)0^t«2) 



page 2 de 2 



„ * 9B-01-1999 AU 9066998 A 

DE 19731465 A 28-01 1999 ™ 9905B25 A 04-02-1999 



EP 0833157 A 


01-04-1998 


AU 
CA 
OP 


3684197 A 
2215042 A 
10111292 A 


02-04-1998 

27- 03-1998 

28- 04-1998 


US 5356782 A 


18-10-1994 


EP 
JP 
WO 


0659275 A 
8501387 T 
9406012 A 


28-06-1995 
13-02-1996 
17-03-1994 



Rmteta PCT718A/210 (m*» dt tn**a) 0** IMS) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: . . 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



